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摘要 : Wolbachia 是 一 类 在 节 胶 动物 中 广泛 感染 的 胞 内 共生 菌 。 为 了 了 解 其 在 我 国 蚜虫 中 的 感染 情况 , 本 研究 通 
过 扩 增 wp 基因 片段 对 采集 自我 国 多 个 地 区 的 3 pU] ZEE R CERA: S] EE Sitobion miscanthi, % — X. WF Schizaphis 
graminum MRAR E Rhopalosiphum padi) ll 1 PPRE E (KEG Aphis glycines ) 样品 进 行 了 内 共生 菌 Wolbachia 
的 感染 检测 。 结 果 显 示 : 3 种 小 麦 蚜 虫 中 均 未 检测 出 Wolabchia。 大 豆 蚜 也 仪 在 采集 自 北京 和 杭州 的 种 群 中 发 现 了 
Wolbachia 的 感染 , 感染 率 分 别 为 95.8% $1 22. 996 ,并且 所 检测 的 个 体 均 为 单 株 系 感染 。wsp 基因 序列 的 比 对 分 析 
显示 , 大 豆 蚜 感 染 的 Wolbachia 株 系 与 多 个 亲 绿 关系 较 远 的 昆虫 物种 中 所 感染 的 Wolbachia 株 系 间 具 有 高 度 一 致 的 
基因 序列 。wsp 基因 序列 构建 的 系统 发 育 关 系 和 序列 一 致 性 均 表明 大 豆 蚜 感染 的 Wolbachia 株 系 属于 B 大 组 CauB 
组 。 本 研究 为 今后 探讨 Wolbachia 在 我 国 蚜虫 中 的 寄主 范围 和 株 系 多 样 性 提供 了 数据 支持 。 

关键 词 : 获 草 谷 网 蚜 ; 麦 二 又 蚜 ; RATE EE 大 豆 蚜 ; Wolbachia; 线粒体 基因 ; wsp 基因 ; 系统 发 育 分 析 

中 图 分 类 号 : Q965.8 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296 (2013 )02-0195-06 

Detection and phylogenetic analysis of Wolbachia in wheat and soybean 
aphids in China 

LI Tong ^, WU Yu-Qing"* , XIAO Jin-Hua^* , DUAN Yun’, JIANG Yue-Li , MIAO Jin', GONG 
Zhong-Jun' (1. Institute of Plant Protection, Henan Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou 
450002, China; 2. Key Laboratory of Zoological Systematics and Evolution, Institute of Zoology , 
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China) 

Abstract: Wolbachia is a group of intracellular symbionts ubiquitous in arthropods. To investigate the 
Wolbachia infection in Chinese aphids, we amplified the wsp gene of Wolbachia in different geographical 
populations of three wheat aphids ( Sitobion miscanthi, Schizaphis graminum and Rhopalosiphum padi ) 
and one soybean aphid (Aphis glycines) in this study. The results showed that Wolbachia was not 
detected in the three wheat aphids. In A. glycines, Wolbachia was only detected in two geographical 
populations of Beijing and Hangzhou, with the infection rates of 95.8% and 22. 996 , respectively. 
Moreover, the sequenced samples were infected with single Wolbachia strain. The Blastn search results 
showed that wsp gene sequences are similar among Wolbachia strains isolated from A. glycines and from 
some distantly related host insect species. The wsp gene phylogeny revealed that Wolbachia strains 
isolated from A. glycines belong to Wolbachia B supergroup, CauB group. This study provides the data 
for further investigation on host range and strain diversity of Wolbachia in Chinese aphid species. 
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iK ZR Ei Gt R Fk ( Wolbachia ) 属于 变形 菌 门 
( Proteobacteria) , a “57% W 4) ( Alphaproteobacteria ) , 
无 形体 科 ( Anaplasmataceae ) 。 研 究 发 现 Wolbachia 
通过 多 种 方式 来 操纵 寄主 的 生殖 方式 ,如 诱导 胞 质 
AX 3@ Fl (Yen and Barr, 1971), ifs & JN E^ 


( Stouthamer et al., 1993) , Z&WE( Hurst et al., 1993) 
和 诱导 雌性 化 (Rigaud et al., 1991), Wolbachia 是 
一 类 细胞 内 共生 菌 , 对 生活 的 环境 要 求 十 分 苛刻 ， 
不 适用 传统 细菌 培养 的 方法 对 其 进行 检测 ， 其 感染 
基本 上 是 通过 扩 增 相关 基因 来 确定 的 , 常用 的 检测 
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基因 有 16S rRNA 基因 (核糖 体 基 因 ) , fisZ 基因 ( 编 
R3 20 HE at Be SR. H ) 和 wsp 基因 (编码 细胞 外 膜 重 
E. WA S AB PCR 检测 技术 , 研究 发 现 约 
AZ 16% ~22% 的 被 检测 的 昆虫 样品 感染 Wolbachia 
( Werren et al., 1995; West et al., 1998; Werren and 
Windsor, 2000), 使 用 Long PCR 方法 发 现 7696 的 
市 肢 动 物 样品 (大 多 数 为 昆虫 ) 感染 Wolbachia 
(Jeyaprakash and Hoy，2000) 。 最 近 , 通过 统计 学 
分 析 ,， 有 人 研究 者 推 其 约 有 40% ~ 66% 的 节肢 动物 感 
Ye Wolbachia ( Hilgenboecker et al., 2008; Zug and 
Hammerstein, 2012) ,可 以 说 Wolbachia 是 昆虫 中 分 
布 最 广泛 的 内 共生 元 之 一 。 

蚜虫 是 一 类 半 翅 目 昆 虫 , 它们 以 植物 韧 皮 部 的 
汁液 为 食 , 很 多 种 类 是 重要 的 农业 和 经 济 害虫 , 可 
以 危害 多 种 重要 的 粮食 和 经 济 作物 , 给 人 类 的 生产 
生活 造成 了 巨大 的 损失 。 全 世界 蚜虫 种 类 约 有 
4 400 多 种 , 我 国有 1 000 多 种 ， 占 世界 种 类 的 1/4 
(mas, 2011). FEAR A BV AT HEB HY Wolbachia 
FE BE ra rp Res, 蚜虫 中 也 应 该 有 较 多 的 种 类 感 
Yu Wolbachia, {HF BAYE RH Wolbachia 感染 检测 
的 多 个 国外 研究 中 (West et al., 1998; Jeyaprakash 
and Hoy, 2000; Haynes et al., 2003; Kittayapong et 
al., 2003; Nirgianaki et al., 2003; Gómez-Valero et 
al., 2004; Zchori-Fein and Perlman, 2004) , 仅 发 现 
18 E T v Toxoptera citricida ( Jeyaprakash and Hoy, 
2000) , PME EXE Cinara cedri ( Gómez-Valero et 
al., 2004) 感染 , Ht esp p EU RR ASH] 6. 06% (27 
33), 。 而 我 国 蚜虫 种 类 中 , 约 有 5 种 蚜虫 曾 被 检测 
到 感染 Wolbachia, ^j 5| St 3k HA ju Sitobion 
miscanthi ( Wang et al., 2009), # #4 Aphis gossypii 
( ES AIA, 2004) , 38 NOE Lipaphis erysimi, H 
WE Brevicoryne brassicae FPF Myzus persicae( JLF 
人 福 等 ,2009 ) 。 近 期 相关 研究 表明 , 可 能 是 由 于 较 低 
的 感染 浓度 和 感染 株 系 间 较 大 的 基因 变异 增加 了 蚜 
HEB Wolbachia 检测 的 难度 (Augustinos et al., 2011) 。 

为 了 进一步 了 解 Wolbachia 在 我 国 蚜虫 中 的 分 
dg, 本 研究 对 采集 自 多 个 地 区 的 3 种 小 麦 蚜虫 ( 获 
EL A jd S. miscanthi, Æ — X. WW Schizaphis 
graminum TK Zt] Rhopalosiphum padi) FA 1 种 
KRKE E (La Aphis glycines) 进行 了 Wolbachia 
的 感染 检测 , 结果 显示 仪 在 大 豆 蚜 北 京 和 杭州 种 群 
中 检测 到 了 Wolbachia 的 感染 ; 通过 对 wsp A A F 
列 的 分 析 , 大 豆 蚜 感染 的 Wolbachia 株 系 属于 B 大 
组 中 的 CauB 组 。 


1 材料 与 方法 


1.1 蚜虫 样品 采集 

4 PAE GREASY, Be SUME. RA a M 
和 大 豆 蚜 ) 的 采集 地 、 采样 数 和 寄主 信息 详 见 表 1。 
由 于 蚜虫 具有 孤 肉 生殖 的 特性 , 为 了 避免 采集 到 同 
一 母 蚜 所 产 的 后 代 , 使 样本 具有 代表 性 , 采集 时 尽 
量 使 个 体 之 间 相 隔 较 远 的 距离 。 采 集 到 的 蚜虫 立刻 
浸泡 在 95% 的 无 水 乙醇 中 , 便于 后 续 的 DNA 提取 
Fil PCR 2735, 
1.2 蚜虫 总 DNA 提取 和 DNA 质量 检测 

取出 在 9596 酒精 浸泡 的 单 头 蚜 忠 , 在 75% 酒 
精 中 进行 多 次 漂洗 以 除去 蚜虫 表面 亢 污 染 ， 然 后 在 
无 落水 中 浸泡 1 ~2 h 去 除 酒精 。 使 用 烧 过 的 无 阔 
移 液 带 枪 涉 对 样品 进行 研磨 ,然后 使 用 DNA 提取 
试剂 盒 (EasyPure Genomic DNA Extraction Kit, 北京 
全 却 金 公司 产品 ) 对 单 头 师 虫 进行 总 DNA 的 提取 ， 
并 通过 扩 增 蚜 忠 的 延伸 因子 基因 (efla) 对 DNA $e 
取 质 量 进行 评 佑 , 并 在 后 续 的 实验 中 去 除 DNA 质 
量 差 的 样品 。efla 是 蚜 忠 基因 组 中 的 单 拷贝 基因 ， 
相对 于 多 拷贝 基因 如 28S rRNA 和 线粒体 基因 , 它 
更 适合 于 评估 共生 菌 检测 样品 的 共生 菌 DNA 质量 
( Wolfgang et al., 2009) 。 
1.3 内 共生 菌 Wolbachia 的 检测 和 wsp 基因 的 
扩 增 

使 用 Wolbachia 16S rRNA 基因 的 通用 引物 
16SF ( 5’-TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT-3’) 和 
16SR ( 5'-GAATAGGTATRATTTYCATGT-3') (O° 
Neill et al., 1992) 对 样品 进行 感染 检测 ， 选 择 
Wolbachia 感染 的 榕 小 蜂 DNA 作为 阳性 对 照 (Xiao 
et al., 2012) ， 双 蒸 水 作为 阴性 对 照 。 为 了 进一步 
明确 蚜虫 所 感染 Wolbachia 的 株 系 和 进化 地 位 , 在 
阳性 样品 中 使 用 wsp81F (5'-TGGTCCAATAAGTGAT 
GAAGAAAC-3’ ) 和 wsp691R (5'-AAAAATTAAACGC 
TACTCCA-3') (Zhou et al., 1998 ) 扩 增 Wolbachia Tk 
系 对 应 的 wsp ÆA, 不 通过 克隆 步骤 , 直接 进行 测 
序 ( 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 ) 。PCR 反应 体系 : 
20 uL 体系 ,包括 10 uL 2 x TransTaq-T PCR 
SuperMix( 北京 全 式 金 公 司 )， 上 、 下 游 引 物 各 0.6 
uL, DNA 模板 1 pL, 去 离子 水 7.8 ub, PCR 反应 
程序 : 94C 预 变性 5 min, 然后 进行 38 个 循环 ， 
个 循环 包括 : 94°C 变性 1 min, 53 ~S$$% 退火 1 min, 
72°C 延伸 1 min, 最 后 一 个 循环 结束 后 72°C 延伸 
5 min， 然 后 4% 保存 。 


2 期 李 
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表 1 蚜虫 样品 采集 信息 和 Wolbachia 感染 情况 
Table 1 Aphid samples and their Wolbachia infections in China 


BE 采样 地 
Aphid species 


ZEE (E)/£RBECN) 


Collection locality | Longitude/Latitude 


Collecting date 


_ 、 检测 个 体 数 Wolbachia 感染 个 体 数 
采集 日 期 寄主 EE 
Number of Number of individuals 


Host plants 
individuals tested with Wolbachia infection 


HAW By 西宁 小 
DEE UR FT 101°45'/36°38' 2009 -07 -02 I 17 0 
Sitobion miscanthi Xining, Qinghai Wheat 
LUE vau 小 
新 疆 石河 子 84°45'/43°20’ 2009 04-25 Ne 15 0 
Shihezhi, Xinjiang Wheat 
HL YT3 小 
ras 104°42'/31°48' 2009-03-17 I 15 0 
Jiangyou, Sichuan Wheat 
zx Bjzrin 小 
南 红河 102°54/23°01’ 2008 -08-24 Ne 21 0 
Honghe, Yunnan Wheat 
7 py 凌 AR 
ALS 108° 4'/34?16" 2009 04-02 Ne 22 0 
Yangling, Shaanxi Wheat 
LX 1 小 
2 ý 山西 太原 112° 5'737°8' 2009 04-25 Ne 10 0 
Schizaphis graminum Taiyuan, Shanxi Wheat 
4 ae 湖北 武汉 小 
7 a A THER 114°2'/30°5' 2009-05-10 Nae 5 0 
Rhopalosiphum padi Wuhan, Hubei Wheat 
江苏 南京 小 
APAZA 118°7'/32°0' 2009-05-15 Ne 15 0 
Nanjing, Jiangsu Wheat 
北京 小 
116°4'739°9' 2009-04-10 Ne 5 0 
Beijing Wheat 
河南 郑州 小 
FIAR 113°6'/34°7' 2009-05-20 Ne 18 0 
Zhengzhou, Henan Wheat 
豆 北京 豆 
KH à 116?4'/39?9' 2008 -07 -24 大 24 23 
Aphis glycines Beijing Soybean 
浙江 杭州 豆 
浙江 杭州 120?1'/30?2' 2008 -08-05 大 35 8 
Hangzhou, Zhejiang Soybean 
宁夏 六 盘山 B 
TRA 106?20'/359?30' 2008 -04-03 ii 5 0 
Liupanshan, Ningxia Wormwood 


1.4 wsp 基因 序列 测定 和 分 析 

使 用 MEGA 5.05 软件 (Tamura et al., 2011) 对 
测序 所 得 的 原始 序列 进行 拼接 , 并 对 拼接 序列 的 可 
言 性 和 来 源 进 行 评估 。 由 于 wsp 基因 是 蛋 日 质 编码 
基因 ,因此 拼接 好 的 序列 首先 按照 细菌 遗传 密码 子 
表 进 行 翻译 , 以 检测 序列 中 是 否 存 在 着 错误 编码 的 
碱 基 。 然 后 在 NCBI ( http://www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ ) 中 对 核酸 序列 使 用 Blastn 进行 比 对 分 析 , TR 
据 其 最 相似 序列 所 对 应 的 物种 来 确定 拼接 序列 的 来 
源 。 结 合 Zhou(1998 ) 的 研究 结果, 使 用 wsp 基因 序 
列 构建 系统 发 育 树 ,对 Wolbachia 株 系 和 进化 地 位 
进行 分 析 。wsp 基因 的 多 序列 比 对 使 用 MEGA 软件 
中 的 ClustalW 方法 进行 , 选择 软件 默认 的 比 对 参 
数 , 空位 开放 罚 分 =15, 空位 延伸 神 分 =6.6。 选 


择 邻 接 法 (Neighbor-Joining,， NJ) 构 建 相应 Wolbachia 
PRA ASA RIA, 模型 选择 为 Kimura 2- 
parameter, 序列 间 的 空位 和 缺失 数据 进行 比 对 删除 


(pairwise deletion ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 SF Wolbachia 的 感染 情况 

参照 阳性 对 照 和 阴性 对 照 , 结果 显示 多 个 地 区 
采集 的 3 BR | Be Wt pk BES PO, Z8 OM AS 
RREI) 均 没有 Wolbachia 感染 。 而 在 采集 的 3 
个 大 豆 蚜 种 群 中 ,其 中 有 两 个 种 群 中 发 现 了 
Wolbachia 的 感染 : 北京 种 群 (感染 率 为 95.8% ) 和 
杭州 种 群 (感染 率 为 22.9% )( 表 1)。 
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2.2 wsp 基因 的 序列 比 对 分 析 

对 北京 和 杭州 大 豆 蚜 Wolbachia 感染 个 体 进行 
了 wsp 基因 的 扩 增 , 并 分 别 对 其 中 3 个 样品 进行 
测序 。 直 接 测 序 结果 没有 出 现 重 车 峰 ， 表明 所 测序 
的 感染 个 体 均 为 Wolbachia 株 系 单独 感染 ,两 个 感 
染 种 群 内 多 个 个 体 具 有 相同 的 wsp 基因 序列 ,而 种 
群 间 wsp 基因 序列 也 具有 高 度 的 一 致 性 , DOLE 5 9m 
含有 一 个 碱 基 的 插入 (杭州 种 群 ) 和 缺失 (北京 种 
群 )。 按 照 细菌 密码 子 表 ,对 得 到 的 两 种 序列 进行 
翻译 , 结果 显示 两 种 序列 均 可 以 正常 翻译 , 表明 了 


56 & 


序列 中 不 存在 错误 编码 的 碱 基 。wsp 基因 序列 在 
NCBI 中 的 Blasm 的 比 对 结果 显示 , 在 大 豆 蚜 中 检 
测 到 的 Wolbachia 株 系 和 在 多 个 昆虫 物种 中 已 检测 
到 的 Wolbachia 株 系 具有 高 度 的 序列 一 致 性 ( 表 2) ， 
暗示 着 Wolbachia 在 这 些 物 种 中 或 许 发 生 过 水 平 传 
播 , 但 是 这 种 推断 需要 进一步 在 株 系 间 进 行 多 个 基 
序列 的 比 对 来 验证 ， 即 Wolbachia Multilocus 
Sequence Typing( MLST) , wsp 基因 序列 在 NCBI 中 
的 登录 号 分 别 为 JX286701 (北京 感 当 种群) 和 
JX286702 ( 杭州 感染 种 群 ) 。 


表 2 大 豆 蚜 Wolbachia wsp 基因 序列 Blastn 比 对 结果 
Table 2 Blastn results of wsp gene sequences of Wolbachia from Aphis glycines 


寄主 最 大 序列 一 致 性 (% ) 
Host Maximum sequence identity 
Z REH Tetranychus urticae 99 
F2 3 Ka E Paederus fuscipes 99 
HEA BME Colias erate 99 
ZT JK ME Lycaena phlaeas 99 
Se E Pieris rapae 99 
MEE Cnaphalocrocis medinalis 99 
[538 3. Nilaparvata muiri 99 
WYN ARE Ostrinia furnacalis 99 
小 弄 蝶 Leptalina unicolor 99 
紫 胶 虫 Kerria lacca 99 


2.3 ”基于 wp 基因 的 系统 发 育 分 析 

wsp 基因 构建 的 系统 发 育 树 (图 1) 清楚 地 显 
AN, KEIR Wolbachia 株 系 位 于 B 大 组 内 部 ， 
和 在 Ephestia cautella 和 Tagosodes orizicolus 中 检测 
到 的 Wolbachia 株 系 聚 为 一 文 (Bootstrap 值 = 100) 。 
在 该 分 文中 Wolbachia 株 系 间 wsp 基因 的 最 小 差异 
为 0. 7% ,最 大 的 差异 为 2. 4%., $E Zhou 等 
(1998) 提 出 的 在 Wolbachia 大 组 下 的 小 组 划分 标 
HE, BY wsp 基因 一 致 性 大 于 97.5% 的 株 系 可 以 分 为 
—£H, 则 大 豆 蚜 所 感染 的 Wolbachia 株 系 与 在 上 K. 
cautella 和 T. orizicoluss 中 检测 到 的 Wolbachia 株 系 
共同 属于 CauB 组 。 


3 讨论 


本 研究 中 , 针对 采集 自 多 个 地 区 的 3 种 小 麦 蚜 
忠和 大 豆 蚜 进行 了 Wolbachia 的 感染 检测 ,结果 显 
示 仅 在 采集 自 北京 和 杭州 的 大 豆 蚜 种 群 中 发 现 了 
Wolbachia 感染 , 并 且 检 测 的 个 体 均 为 单 株 系 感染 。 


EXE i BE ( 96 ) E fH GenBank 登录 号 
Query coverage E value GenBank accession no. 
100 0.0 GU014542 
100 0.0 EU916189 
100 0.0 AB094379 
100 0.0 AB094377 
100 0.0 AB094374 
100 0.0 HQ336507 
100 0.0 GU289811 
100 0.0 GU166595 
100 0.0 AB094387 
100 0.0 JQ837254 


北京 和 杭州 大 豆 蚜 种 群 感染 的 Wolbachia 株 系 具有 
几乎 一 致 的 wsp 基因 序列 , 并 且 和 多 个 昆虫 物种 中 
感染 的 Wolbachia 株 系 之 间 存 在 较 高 的 序列 一 致 性 ， 
暗示 着 大 豆 虹 和 这 些 昆 虫 之 间 可 能 发 生 过 
Wolbachia 的 水 平 传播 , 但 这 种 推 基 需 要 进一步 进 
fT Wolbachia 的 MLST 分 析 才 能 确定 。 为 外 ,通过 
对 wsp 基因 序列 分 析 发 现 大 豆 蚜 感 染 的 Wolbachia 
株 系 属于 B 大 组 中 的 CauB 组 。 早 期 国外 (West et 
al., 1998; Jeyaprakash and Hoy, 2000; Haynes et al., 
2003; Kittayapong et al., 2003; Nirgianaki et al., 
2003; Gómez-Valero et al., 2004; Zchori-Fein and 
Perlman, 2004) 和 国内 研究 ( 国 伟 和 沈 佐 锐 ，2004 ; 
IL3EfE AE, 2009; Wang et al., 2009) 中 , 蚜虫 中 仅 
有 小 部 分 种 类 被 检测 到 Wolbachia 感染 ,不 符合 
Wolbachia 在 昆虫 中 具有 较 高 的 感染 率 的 推论 。 最 
近 的 研究 表明 , 可 能 是 由 于 较 低 的 感染 浓度 和 感染 
株 系 间 较 大 的 基因 变异 增加 了 Wolbachia 在 蚜虫 中 
的 检测 难度 (Augustinos et al., 2011) 。 本 研究 发 现 ， 
Wolbachia 的 感染 在 蚜虫 中 不 同 物种 间 和 同 种 的 不 同 
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图 1 使 用 邻接 法 对 Wolbachia RAIA) wsp 基因 的 系统 发 育 分 析 


Fig. 1 


Neighbor-Joining (NJ) phylogenetic analysis based on Wolbachia wsp gene sequences 





节点 附近 的 数字 表示 1 000 次 自 举 检验 得 到 的 Bootstrap fH; 星 号 表示 从 大 豆 蚜 中 扩 增 得 到 的 Wolbachia RR; 比例 尺 表 示 每 个 位 点 的 碱 基 替 


换 数 。Numbers near nodes indicate the Bootstrap values from 1 000 replicates. The asterisk highlights the Wolbachia strains isolated from Aphis glycines. 


The bar indicates the estimated number of substitutions per site. 


地 理 种 群 间 也 存在 着 较为 明显 的 差异 ,而 早期 对 蚜 
虫 中 Wolbachia 检测 往往 选择 了 较 少 的 个 体 或 单一 
的 地 理 种 群 ,这 也 有 可 能 是 Wolbachia TE 94 E rp s 
出 率 低 的 一 个 原因 。 男 外 , 也 需 注意 到 蚜虫 中 具有 
多 种 不 同类 型 内 共生 菌 ( Russell et al., 2003) , 它们 
和 Wolbachia 具有 相同 的 生态 位 ， 内 共生 菌 物种 间 
的 相互 竞争 也 可 能 导致 Wolbachia 在 蚜虫 种 类 中 的 
实际 感染 率 较 低 。 总 之 , 为 了 更 加 清楚 地 了 解 蚜 虫 
中 Wolbachia 的 感染 和 分 布 情况 ,对 多 个 蚜虫 物种 
的 检测 是 必须 的 , 但 是 也 需 考 虑 到 同一 蚜虫 物种 地 
理 种 群 间 的 感染 差异 和 其 他 蚜 忠 内 共生 菌 感染 对 
Wolbachia HJ #2 Hq] , 

Wolbachia 在 寄主 中 具有 多 种 作用 , 包括 诱导 
胞 质 不 亲 和 ( Yen. and Barr, 1971) , We DEAE JR 
( Stouthamer et al., 1993) , 杀 雄 (Hurst et al., 1993) 
和 诱导 上 肉 性 化 (Rigaud et al.，1991)。 为 外 ， 
Wolbachia 也 可 以 使 寄主 的 线粒体 基因 的 多 态 性 发 
生变 化 。 随 着 Wolbachia 在 整个 寄主 种 群 中 的 扩散 ， 
而 与 其 相关 联 的 线粒体 类 型 将 在 感染 种 群 中 扩散 ， 


导致 相对 于 不 感染 个 体 , 感染 个 体 线粒体 基因 的 多 
态 性 将 降低 (Jiggins, 2003; Hurst and Jiggins, 
2005 ) 。 为 了 观察 Wolbachia 是 否 会 影响 大 豆 蚜 感 
染 种 群 的 线粒体 基因 多 态 性 , 我 们 将 感染 和 不 感染 
的 蚜虫 个 体 的 CO 工 基因 序列 进行 了 对 比 , 结果 显 
示 它 们 之 间 几 乎 没有 发 生变 异 (677 个 碱 基 只 有 2 
个 变异 位 点 ) ,表明 Wolbachia 的 感染 可 能 并 没有 对 
大 豆 蚜 的 线粒体 基因 多 态 性 造成 影响 ( 男 文 发 表 ) 。 

Wolbachia 通过 操纵 寄主 的 生殖 方式 , 产生 较 
多 感染 的 内 性 后 代 或 阻止 未 感染 的 内 性 交配 生产 以 
达到 维持 其 在 整个 种 群 中 的 感染 ( 王 哲 和 乔 格 侠 ， 
2011) 。 师 虫 的 生殖 方式 是 以 产 肉 抓 具 生殖 为 主 ， 
Wolbachia 在 其 他 昆虫 寄主 中 所 具有 的 生殖 调控 的 
功能 是 否 在 师 虫 中 依然 发 挥 作用 ， 又 或 者 ， 
Wolbachia 是 否 在 蚜虫 中 具有 新 的 功能 来 维持 其 在 
蚜虫 中 的 感染 , 这 将 是 未 来 研究 蚜 忠 Wolbachia 的 
重要 方 回 。 


200 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 56 卷 


参考 文献 (References) 


Augustinos AA, Santos-Garcia D, Dionyssopoulou E, Moreira M, 
Papapanagiotou A, Scarvelakis M, Doudoumis V, Ramos S, Aguiar 
AF, Borges PA, Khadem M, Latorre A, Tsiamis G, Bourtzis K, 
2011. Detection and characterization of Wolbachia infections in 
natural populations of aphids: is the hidden diversity fully 
unraveled? PLoS ONE, 6( 12); e28695. 

Gómez-Valero L, Soriano-Navarro M, Perez-Brocal V, Heddi A, Moya 
A, Garcia-Verdugo JM, Latorre A, 2004. Coexistence of Wolbachia 
with Buchnera aphidicola and a secondary symbiont in the aphid 
Cinara cedri. J. Bacteriol., 186(19) : 6626 - 6633. 

Guo W, Shen ZR, 2004. Molecular identification of wsp gene of 
Wolbachia infected in Aphis gossypii Glover. J. Microbiol., 24(2) : 
1-3. [ 国 伟 , wEB, 2004. 棉 蚜 体内 感染 沃 尔 巴 克 氏 体 
(Wolbachia) 的 分 子 检 测 . 微生物 学 杂志 , 24(2): 1-3] 

Haynes S, Darby AC, Daniell TJ, Webster G, Van Veen FJ, Godfray 
HC, Prosser JI, Douglas AE, 2003. Diversity of bacteria associated 
with natural aphid populations. Appl. Environ. Microbiol., 69(12) : 
7216 - 7223. 

Hilgenboecker K, Hammerstein P, Schlattmann P, Telschow A, Werren 
JH, 2008. How many species are infected with Wolbachia? — a 
statistical analysis of current data. FEMS Microbiol. Lett., 281(2) : 
215 -220. 

Hurst GD, Jiggins FM, 2005. Problems with mitochondrial DNA as a 
marker in population, phylogeographic and phylogenetic studies: the 
effects of inherited symbionts. Proc. Biol. Sci., 272 
(2) : 1525 - 1534. 

Hurst GDD, Majerus MEN, Walker LE, 1993. The importance of 
cytoplasmic male killing elements in natural populations of the two 
spot ladybird, Adalia bipunctata ( Linnaeus ) ( Goleoptera:; 
Goccinellidae). Biol. J. Linn. Soc., 49(2).; 195 -202. 

Jeyaprakash A, Hoy MA, 2000. Long PCR improves Wolbachia DNA 
amplification: wsp sequences found in 76% of sixty-three arthropod 
species. Insect Mol. Biol., 9(4) : 393 -405. 

Jiang LY, Qiao GX, Zhang GX, Zhong TS, 2011. Fauna of Agricultural 
and Forestry Aphids in Northeast China. Science Press, Beijing. 
19-20. [3éWWzs. FRR, 张 广 学 , PRR, 2011. 东北 农林 
蚜虫 志 . 北京 : 科学 出 版 社 . 19 -20 

Jiang XF, Wang L, Zhang L, Luo LZ, 2009. Molecular detection of 
Wolbachia in three species of vegetable aphids collected from Beijing 
suburb. Plant Protection, 35(4): 63 - 65. | TL5E fá, EF, 3K 
T, BALE , 2009. Bis sie of HB BTE T AK 巴克 基体 ( Wolbachia) 的 
分 子 检测 . 植物 保护 , 35(4) : 63 - 65 ] 

Jiggins FM, 2003. Male-killing Wolbachia and mitochondrial DNA: 





selective sweeps, hybrid introgression and parasite population 
dynamics. Genetics, 164(1); 5 — 12. 

Kittayapong P, Jamnongluk W, Thipaksorn A, Milne JR, Sindhusake C, 
2003. Wolbachia infection complexity among insects in the tropical 
rice-field community. Mol. Ecol., 12(4) : 1049 — 1060. 

Nirgianaki A, Banks GK, Frohlich DR, Veneti Z, Braig HR, Miller 
TA, Bedford ID, Markham PG, Savakis C, Bourtzis K, 2003. 
Wolbachia infections of the whitefly Bemisia tabaci. Curr. Microbiol., 47 


(2): 93 - 101. 

O' Neill SL, Giordano R, Colbert AME, Karr TL, Robertson HM, 
1992. 16S rRNA phylogenetic analysis of the bacterial 
endosymbionts associated with cytoplasmic incompatibility in 
insects. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89(7) : 2699 - 2702. 

Rigaud T, Souty-Grosset C, Raimond R, Mocquard J, Juchault P, 
1991. Feminizing endocytobiosis in the terrestrial crustacean 
Armadillidium vulgare Latr. ( Isopoda ): recent acquisitions. 
Endocytobiosis and Cell Research, 7: 259 —273. 

Russell JA, Latorre A, Sabater-Munoz B, Moya A, Moran NA, 2003. 
Side-stepping secondary symbionts: widespread horizontal transfer 
across and beyond the Aphidoidea. Mol. Ecol., 12: 1061 —1075. 

Stouthamer R, Breeuwert JA, Luck RF, Werren JH, 1993. Molecular 
identification of microorganisms associated with parthenogenesis. 
Nature, 361 (6407) : 66 -68. 

Tamura 下 Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, Kumar S, 2011. 
MEGAS: molecular evolutionary genetics analysis using maximum 
likelihood, evolutionary distance, and maximum  parsimony 
methods. Mol. Biol. Evol., 28(10) : 2731 - 2739. 

Wang Z, Qiao GX, 2011. Current research trends on the entosymbiont 
Wolbachia in insects. Chinese Journal of Applied Entomology, 48 
(6): 1823 -1834. [ ER, FRE e, 2011. Wolbachia 与 昆虫 寄 
主 关 系 研究 进展 . 应 用 昆虫 学 报 , 48(6) : 1823 - 1834 ] 

Wang Z, Shen ZR, Song Y, Liu HY, Li ZX, 2009. Distribution and 
diversity of Wolbachia in different populations of the wheat aphid 
Sitobion miscanthi (Hemiptera; Aphididae) in China. Eur. J. 
Entomol., 106. 49 —55. 

Werren JH, Windsor D, Guo L, 1995. Distribution of Wolbachia among 
neotropical arthropods. Proc. R. Soc. Lond. B, 262 
(1364) : 197 - 204. 

Werren JH, Windsor DM, 2000. Wolbachia infection frequencies in 
insects: evidence of a global equilibrium? Proc. R. Soc. Lond. B, 
267(1450) ; 1277 - 1285. 

West SA, Cook JM, Werren JH, Godfray HCJ, 1998. Wolbachia in two 
insect host-parasitoid communities. Mol. Ecol., 7(11) : 1457 — 1465. 

Wolfgang A, Markus R, Dimitrios NA, Christian S, 2009. Evidence for 
low-titre infections in insect symbiosis: Wolbachia in the bark beetle 
Pityogenes chalcographus ( Coleoptera, Scolytinae ). Environ. 
Microbiol., 11(8) : 1923 - 1933. 

Xiao JH, Wang NX, Murphy RW, Cook J, Jia LY, Huang DW, 2012. 
Wolbachia infection and dramatic intraspecific mitochondrial DNA 
divergence in a fig wasp. Evolution, 66(6) : 1907 -1916. 

Yen JH, Barr AR, 1971. New hypothesis of the cause of cytoplasmic 
incompatibility in Culex pipiens L. Nature, 232(5313) ; 657 - 658. 

Zchori-Fein E, Perlman SJ, 2004. Distribution of the bacterial symbiont 
Cardinium in arthropods. Mol. Ecol., 13(7) : 2009 -2016. 

Zhou W, Rousset F, O' Neill S, 1998. Phylogeny and PCR-based 
classification of Wolbachia strains using wsp gene sequences. Proc. 
R. Soc. Lond. B, 265(1395) ; 509. 

Zug R, Hammerstein P, 2012. Still a host of hosts for Wolbachia: 
analysis of recent data suggests that 40% of terrestrial arthropod 
species are infected. PLoS ONE, 7(6) : e38544. 


(责任 编辑 : 赵 利 辉 ) 


昆虫 学 报 4cta Entomologica Sinica, February 2013, 56(2) : 201 - 206 


ISSN 0454-6296 


Efficacy of nine isolates of Beauveria bassiana against adults 


of Tribolium castaneum ( Coleoptera. Tenebrionidae) 
Hediyeh GOLSHAN’’* , Moosa SABER’ , 
Farzad MAJIDI-SHILSAR’ , Farrokh KARIMI’ 


(1. Department of Plant Protection, College of Agriculture, University of Maragheh, Maragheh, 55181-83111, Iran; 
2. Department of Plant Protection, Rice Research Institute, Rasht, 41635-1658 , Iran; 
3. Department of Basic Sciences, University of Maragheh, Maragheh, 55181-83111, Iran) 


Abstract: Beauveria bassiana ( Balsamo) Vuillemin is one of the most important entomopathogenic fungi 
and has been widely used for many insect pests all over the world. In this study, the pathogenicity of nine 
isolates of B. bassiana was evaluated against adults of Tribolium castaneum ( Herbst). Fifteen adults of 
the pest were submerged into the four suspensions (1 x 10°, 1 x10’, 1 x 10° and 1 x 10? conidia/mL) of 
different isolates of B. bassiana for 20 s, and the mortality was recorded daily for 14 d. Results showed 
that IRAN 440C and IRAN 187C isolates had the lowest (5.04 x10’ conidia/mL) and highest (5.05 x 
10° conidia/mL) LC, and DEBI 005 and DEBI 014 isolates had the shortest (2. 88 d) and longest 
(4.96 d) LT, respectively. According to the LC. and LT, values and the mortality, IRAN 440C is a 


perfect isolate for using in controlling the pest. 


Key words: Beauveria bassiana; Tribolium castaneum; pathogenicity; median lethal concentration 


(LC;,) ; median lethal time (LT,, ) 


1 INTRODUCTION 


The stored-product pests cause 10% to 25% 
annual damages to stored-products in Iran ( Bagheri 
Zenouz, 1986). Tribolium castaneum ( Herbst) is 
one of the most important stored pests that attack 
stored grain products such as flour, cereals, meal, 
crackers, beans, cake mix, dried pet food, dried 
flowers, chocolate, nuts, seeds, and even dried 
museum specimens ( Via, 1999; Weston and 
Rattlingourd , 2000). 

Phosphine has been a widely used fumigant for 
the control of stored-product insects for almost half 
century (Price and Mills, 1988; Chaudhry, 2000). 
It is by far the most widely used fumigant, because 
of its low cost, fast diffusion in air and absence of 
These advantages 
increased dependence on phosphine as fumigant 
(Chaudhry, 2000). However, the long-term use of 
a single fumigant increases the risk of resistance 


residues. contributed to an 


development in pest populations ( Benhalima et al., 
2004 ). Stored product insect pests 
Rhyzopertha | dominica ( F.), T. castaneum 
( Herbst) and Sitophilus oryzae (L.) have been 
reported to develop resistance against phosphine 


such as 


(Sartori et al., 1990). Insecticide resistance and 


the demand for reduced chemical inputs in 


agriculture have provided an impetus to develop 
alternative approaches for pest control. 

Biological control offers an attractive alternative 
or supplement to the use of chemical pesticides. 
Microbial biological control agents are naturally 
occurring organisms and perceived as being less 
damaging to the environment. Entomopathogenic 
fungi were among the first organisms to be used for 
the biological control of pests. More than 700 species 
of fungi from around 90 genera are pathogenic to 
insects ( Hong, 2003). Most of them are found 
within the deuteromycetes and entomophthorales. 
The filamentous fungus Beauveria bassiana 
(Balsamo) Vuillemin belongs to a class of insect 
fungus ). 
Fungus species of B. bassiana are well characterized 


pathogenic deuteromycete ( imperfect 
in respect to pathogenicity to several insects and they 
have been used as agents for the biological control of 
agriculture pests worldwide ( Hong, 2003). This 
fungus is known as the white muscardine fungus 
because infected insect larvae eventually turn white 
or grey ( Duperchy, 2003). 

Several shown that 


entomopathogenic fungi B. bassiana and Metarhizium 


studies have 


anisopliae are effective on stored products pests such 
as T. castaneum, Sitophillus oryzae ( L.), R. 
dominica ( F.) and Acanthoscelides obtectus Say 


( Padin et al., 1997; Dal-Bello et al., 2001; Akbar 
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et al., 2004; Batta, 2004; Batta and Abu, 2005; 
Kavallieratos et al ., 2006; Michalaki et al., 2006; 
Lord, 2010). So, 


bassiana were used for testing their pathogenicity 


nine native isolates of B. 


castaneum. Our goal was to 
determine the pathogenicity of different isolates of 


against adults of T. 


mentioned fungus against T. castaneum. Also, we 
used novel isolates that were not perused on this 
stored pest. 


2 MATERIALS AND METHODS 


2.1 Insect rearing 
The red flour beetle adults were obtained from 
Tarbiat Modares University in Tehran/Iran and all 


56 & 


experiments were performed at Entomology 


of Plant 
University of Maragheh in East Azarbaijan/Iran since 
2011. T. 


containers (32 cm x22 cm x 10 cm) and their doors 


Laboratory Protection Department of 


castaneum adults were reared in plastic 


were covered with mesh fabric. One third of height of 
container was filled by wheat flour for adult feeding. 
These containers were maintained at 26 +1, RH 
70% +5% and a photoperiod of 16L: 8D for 21 days. 
Adults at 1 
bioassays. 

2.2 Fungal isolates 


Nine isolates of B. bassiana were used for this 


to 3 week-old were used for all 


research. Characteristics of the fungi isolates are 
presented in Table 1. 


Table 1 Isolates of Beauveria bassiana used in this study 


Isolate Location area 


EUT 116 Tehran 
DEBI 004 Ghazvin (alfalfa fields) 
DEBI 005 Ghazvin ( Alfalfa fields) 
DEBI 014 Ghazvin ( Keshtosanate hezar jolfa) 
IRAN 187C Ardebil 
IRAN 440C Atashgah ( Karaj) 
IRAN 441C Saravan 
IRAN 428C Rasht 
IRAN 429C Hassan rood ( Anzali) 





2.3 Fungal culture 

Isolates of the fungus were cultured on SDAY 
( Sabouraud' s dextrose agar yeast with 0.2% yeast 
extract, 1% pepton, 2% dextrose and 1.5% agar in 
1 liter distilled water ). The cultures were 
maintained at 25 + 2C, RH 85% + 5% and a 
photoperiod of 16L: 8D. Conidia from 21-day-old 
fungal cultures were used in the laboratory 
bioassays. 
2.4 Preparation of conidial suspension 

After incubation for 21 days at 25°C , mycelium 
and conidia were removed to a tube with a scalpel, 
and 20 mL sterile water was added. Suspension was 
vortexed to ensure an even distribution of the conidia 
prior to use, then was filtered through mesh fabric in 
order to separate mycelium and transferred to a 
sterile tube. The concentration of conidia was 
determined by counting with a haemocytometer ( Paul 
Marienfeld GmbH and Co. KG, Germany). After 
the conidia were counted using haemocytometer, the 
main concentration was determined using the formula 
Y =5X x 10* ( X = number of conidia in five squares) 
(Erwin, 2002). 


Subsequent concentrations were 


Host Initial isolation time 
Larvae of wax moths 2007 
Hyper postica 2007 
Tenebrionidae 2007 
Lixus incanescens 2007 
Leptinotarsa decemlineata 2007 
Soil 2002 
Rynchophorus feruginens 2002 
Chilo suppressalis 2001 
Chilo suppressalis 2001 


determined using the logarithmic scale. 
2.5 Conidial germination 

For evaluation of conidial germination, 1 mL of 
suspension (1 x 10’ conidia/mL) was dropped on 
SDAY in each Petri dish. The Petri dishes were then 
incubated at 25 + 2°C, RH 85% + 5% and a 
photoperiod of 16L: 8D for 18 h. After this period, 
1 mL of formaldehyde 0.5% was poured into Petri 
germination, and then 


dishes to stop spore 


germination was checked by using a microscope and 


Each 
replicated three times. All suspensions displayed > 


results were recorded. experiment was 
85% germination of conidia and were stored at 4°C 
until used. 
2.6  Bioassays 

Fifteen adults of the pest were treated in the 
fungal suspension for 20 s with submerging method 
for each treatment and then transferred to a plastic 
Petri dish. The used concentrations were 1 x 10°, 
1x10’, 1 x 10° and 1 x 10° conidia/mL. Control 
insects were treated with sterile distilled water. 


0.01% Tween 80 (Sigma, St. Louis, MO) was 


added to all treatments ( control and four conidial 


2 期 


suspensions). Treated insects were kept in incubator 
(25 +2° and RH 85% x 596 and a photoperiod of 
16L: 8D. Wheat flour was added at the 2nd day of 
incubation for each Petri dish. The dead adults 
before 24 h were removed from experiment and were 
kept for resolution of the fungus in Petri dish lined 
with moistened filter paper in the desiccators. 
Mortality was recorded for 14 days. The bioassay was 
repeated three times. 
2.7 Statistical analysis 

For 
percentage mortality was normalized using arcsin 
transformation ( SPSS Inc., 2004). The means were 
separated by LSD multiple range test ( P x 0. 05) 
using the ANOVA procedure of SAS (2002). Probit 
analysis was used to calculate the values of the lethal 
concentration ( LC.) and the lethal time ( LT4,) for 
each isolate (SAS institute, 2002). 


dose-mortality bioassay, ^ cumulative 


3 RESULTS 
The pathogenicity of nine isolates of B. 
bassiana against adults of T. castaneum in the 


laboratory differed among treatments. Germination of 
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these isolates was over 85%. No mortality was 
detected in the control. Among these isolates, IRAN 
440C and IRAN 187C exhibited the highest and 
lowest toxicity with the LC, values of 5. 04 x 10’ and 
5.05 x 10° conidia/mL, respectively ( Table 2). 
The LT, values for these isolates varied from 2.9 to 
5 days and the shortest LT. was related to DEBI 014 
(Table 3). 

At the concentration of 1 x 10 conidia/mL, the 
isolate IRAN 440C caused the highest mortality 
(60% ) to T. castaneum adults( F = 13.47; df =9, 
29; P < 0.0001). At this concentration, three 
isolates, i. e., DEBI 014, IRAN 428C and IRAN 
429C, were at the same statistical groups. IRAN 
440C isolate of B. bassiana caused higher mortality 
at most tested concentrations ( Table 4). 


4 DISCUSSION 


Entomopathogenic fungi are being developed 
worldwide for the control of insect pests and some 
products are already available commercially ( Ekesi 
et al., 2001). Most investigators have reported that 


Table 2 Bioassay results of nine isolates of Beauveria bassiana on adults of Tribolium castaneum 
Lethal concentration (conidia/mL) (95% FL) 


Isolate x Slope + SE n 
LCso LCso LCjo 

116 EUT 1.57 x10? 1.13 x 105 8.17 x 10° 42 1.12 +0.17 225 
(7.27 x108 25.68 x10?) (6.42 x107 -1.98 x108) (2.20 x10° -1.78 x 107) (0.78 —1.46) 
2.89 x 10° 5.03 x 10? 8.76 x 107 1.69 +0.39 

DEBI 004 18. 225 
(1.48 x10? -1.43 x10?) (3.04 x10* 28.35 x108) (1.79 x10’ —1.70 x10?) (0.91 -2.46) 

DEBI 005 1.59 x10” 1.24 x 10° 9.61 x 10? 10 1.36 «0.42 225 
(3.10 x10 -4.32 x10!) (5.36 x107 -3.49 x108) (7.23 x10* -3.63 x109) (0.54 -2.19) 

DEBI 014 2.16 x 107? 2.21 x10? 2.27 x 10° jg 0.64 x0.12 225 
(4.13 x10? 26.48 x10!) (9.76 x107 26.82 x108) (2.18 x10? -7.60 x 109) (0.41 -0. 88) 
4.40 x 10° 5.05 x 10? 5.81 x 10" 0.61 +0. 11 

IRAN 187C 29. 225 
(3.10 x10? -4.32 x10!) (2.70x10* 21.03 x10?) (2.11 x109$ -1.42 x108) (0.39 —0.83) 
2.77 x10? 5.04 x107 9.17 x10? 0.74 +0.12 

IRAN 440C 40. 225 
(8.95 x108 21.97 x109) (2.43 x10? -1.05 x10*5) (1.31 x10? -2.81 x109) (0.51 —0.96) 
7.20 x10? 3.90 x 108 2.11 x10’ 1.01 +0. 25 

IRAN 441C 16. 225 
(2.20 x10? -1.75 x10!) (2.03 x10 -9.22 x108) (1.58 x106 -5.73 x10’) (0.52 —1.50) 
7.80 x 10? 2.22 x10? 6.31 x 109 0.83 «0.14 

IRAN 428C 34. 225 
(2.34 x10? -7.41 x101) (1.13 x10* -5.12 x105) (1.18 x105 —1.62 x 107 ) (0.55-1.11) 
1.42 x10! 2.87 x10? 5. 82 x 10° 0.76 +0.15 

IRAN 429C 26. 225 
(3.36 x10? -2.85 x10") (1.37 x10 -7.88 x108) (7.17 x10? —1.69 x 10?) (0.47 -1.04) 
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Table 3 Lethal time (d) of nine isolates of Beauveria bassiana on adults of Tribolium castaneum 
Lethal time (d) (95% FL) 


Isolate 
LCoo LCso 
116 EUT (5. 116.42) 3.584. 16) 
DEBI 004 (5. 22.8. 85) (3. 223. 89) 
DEBI 005 (6. "uM 22) (4. 2 s. 82) 
DEBI 014 (6. "a 13) (2. B- 3 32) 
IRAN 187C (6.52 11.05) (3.71 -4,57) 
IRAN 440C (4.41 5.73) (2.90 -3.44) 
IRAN 441C (6.66.11 12) (2.74-3.65) 
IRAN 428C (6. 319. 13) (4.07 -4 81) 
IRAN 429C (5.43 109.68) (1.68 4.64) 


Table 4 Mortality of Tribolium castaneum adults caused 
by nine isolates of Beauveria bassiana at 
the concentration of 1 x 10° conidia/mL 





Isolate Mortality ( 96) 
IRAN 440C 60.00 +7.70 a 
DEBI 005 51.11 +4. 44 ab 
EUT 116 48.89 +4. 44 ab 
DEBI 014 42.22 +5.88 b 
IRAN 429C 42.22 x4.45 b 
IRAN 428C 42.22 +2.22 b 
IRAN 441C 24.45 +2.22 c 
IRAN 187C 17.78 +5.88 cd 
DEBI 004 15.55 +2.22 cd 


treatment of stored grain pests with entomopathogenic 
fungi , especially M. anisopliae and B. bassiana can be 
effective ( Hidalgo et al., 1998; Kassa et al., 2002; 
Batta et al., 2005). The results of the present study 
indicated that although all the tested isolates were 
pathogenic and caused mortality in T. castaneum , they 
had different virulence. 

T. castaneum larvae that were fed for 24 h on 
flour contaminated with B. bassiana conidia showed 
significantly less consumption and weight compared to 
those fed on fungus-free flour. Thus, the presence of 
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LCi x Slope + SE n 
(2. 20 s. 09) 39. 09 (sn I 5 225 
(1.28 22,27) 36. 80 (3.12 6.10) 225 
(1.51 23.73) 2: (33798) 2 
(0.61 -1.38) 4.87 9 3.69) 229 
(1.51-2.63) 2.51 (en) 25 
(1.67 2.36) 3.67 (eere 25 
(0. 01 69) 46. 74 (2.29 aa 225 
(2.15 -3.09) 034 pog) 2 
(0.05 1.98) 14. 27 (1.43 so) 225 


B. bassiana conidia on flour may cause a dietary stress 
(Lord, 2010). Akbar et al. (2004) tested the ability 
of B. 


diatomaceous earth against T. castaneum. Their results 


bassiana alone and in combination with 


showed that diatomaceous earth had high efficacy for 
Wakefield et al. ( 2005) 


demonstrated that some B. bassiana isolates can 


controlling the pest. 


caused 100% mortality in Oryzaephilus surinamensis , 
Ephestia kuehniella , Lepinotus patruelis and Acarus siro 
10 days after treatment at 1 x 10° conidia/mL. Adane 


(1996) indicated that several isolates of B. 
bassiana tested against Sitophilus zeamais ( Motsch. ) 


et al. 


adults showed pathogenicity to insects, but there were 
highly significant differences among the isolates with 
respect to virulence. These isolates caused 3796 to 
100% mortality in S. zeamais. They also had recorded 
the medium lethal time for different isolates. The 
lowest time (2.74 days) was recorded for isolate 
189-481. 

Cherry et al. (2005) also have demonstrated that 
different isolates from M. anisopliae and B. bassiana 
could provide good control of Callosobruchus maculatus 
by immersion bioassay. They represented that the LT, 
value for B. bassiana and M. anisopliae isolates varied 
from 3. 11 to 6. 13 days ( with an average of 4. 61 
days) and 3.27 to 5. 62 days ( with an average of 4. 60 


days). On the contrary, other investigators have 
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reported that treatment of S. oryzae on wheat grains 
with M. anisopliae alone was not effective, but that 
50% adult mortality of the pest was achieved at 30 d 
after treatment with a conidial suspension mixture of 
M. anisopliae and B. bassiana ( Dal-Bello et al., 
2001). 

According to our results, the isolate IRAN 440C 
is the most pathogenic to adults of T. castaneum, so 
this 1solate is appropriate for controlling this pest. Our 
research suggested that the entomopathogenic fungi 
such as B. bassiana are perfect microbial agents for 


control of stored products pest. However, further 


studies need to be done on formulating and improving 
application methods. 


ACKNOWLEDGMENTS This work received financial 
support from the Postgraduate Education Bureau of the University 
of Maragheh which is greatly appreciated. 


References 


Adane K, Moore D, Archer SA, 1996. Preliminary studies on the use of 
Beauveria bassiana to control Sitophilus zeamais ( Coleoptera; 
Cureulionidae ) in the laboratory. Journal of Stored Products 
Research, 32(2) ; 105 - 113. 

Akbar W, Lord JC, Nechols JR, Howard RW, 2004. Diatomaceous 
earth increases the efficacy of Beauveria bassiana against Tribolium 
castaneum larvae and increases conidia attachment. Journal of 
Economic Entomology, 97(2) : 273 —280. 

Bagheri Zenouz E, 1986. The Pests of Stored-products and Control 
Methods. Sepehr Publication, Tehran, lran. 309 pp. 

Batta YA, 2004. Control of the rice weevil Sitophilus oryzae ( L. ) 
( Coleoptera; Curculionidae ) with various formulations of 
Metarhizium anisopliae. Crop Protection, 23(2) : 103 —108. 

Batta YA, Abu Safieh DI, 2005. A study of treatment effect with 
Metarhizium anisopliae and four types of dusts on wheat grain 
infestation with red flour beetle ( Tribolium castaneum Herbs, 
Coleoptera; Tenebrionidae). Journal of Islamic University of Gaza 
( Series of Natural Studies and Engineering) , 13(1); 11-22. 

Benhalima H, Chaudhry MQ, Mills KA, Price NR, 2004. Phosphine 
resistance in stored-product insects collected from various grain 
storage facilities in Morocco. Journal of Stored Products Research , 
40(3) : 241 -249. 

Chaudhry MQ, 2000. Phosphine resistance. Pesticide Outlook, 11(3): 
88 -91. 

Cherry AJ, Abalo P, Hell K, 2005. A laboratory assessment of the 
potential of different strains of the entomopathogenic fungi Beauveria 
bassiana ( Balsamo ) Vuilleum and Metarhizium anisopliae 
( Metschnikoff ) to control Callosobruchus maculatus ( F. ) 
(Coleoptera: Bruchidae ) in stored cowpea. Journal of Stored 
Products Research, 41(3) ; 295 —309. 

Dal-Bello G, Padin S, lopez-lastra C, Fabrizio M, 2001. Laboratory 
evaluation of chemical biological control of the rice weevil 
( Sitophilus oryzae L. ) in stored grains. Journal of Stored Products 
Research, 37(1) ; 77 —84. 

Duperchy E, 2003. Identification of up-regulated genes of the 
hyphomycete, Beauveria bassiana, during infection of Leptinotarsa 

PhD Dissertation, 

Germany. 111 pp. 


decemlineata. University of Heidelberg, 


Ekesi S, Egwurube EA, Akpa AD, Onu I, 2001. Laboratory evaluation 
of the entomopathogenic fungus, Metarhizium anisopliae for the 
control of the groundnut bruchid, Caryedon serratus on groundnut. 
Journal of Stored Products Research, 37(4) : 313 -321. 

Erwin DC, 2002. Procedure for estimating concentration of spore 
suspension with Levi-Hausser hemocytometer. Plant Pathology, 84: 
202 - 209. 

Hidalgo E, Moore D, Le Patourel G, 1998. The effect of different 
formulations of Beauveria bassiana on Sitophilus zeamais in stored 
maize. Journal of Stored Products Research, 34(2) : 171 -179. 

Hong W, 2003. Molecular Biology of the Entomopathogenic Fungus 
Beauveria bassiana; Insect-Cuticle Degrading Enzymes and 
Development of A New Selection Marker for Fungal Transformation. 
PhD Thesis, University of Heidelberg, Germany. 

Kassa A, Zimmermann G, Stephan D, Vidal S, 2002. Susceptibility of 
Sitophilus zeamais ( Motsch. ) ( Coleoptera; Curculionidae ) and 
Prostephanus truncatus ( Horn) ( Coleoptera; Bostrichidae ) to 
entomopathogenic fungi from Ethiopia. Biocontrol Science and 
Technology, 12(6) ; 727 -736. 

Kavallieratos NG, Athanassiou CG, Michalaki MP, Batta YA, Rigatos 
HA, Pashalidou FG, Balotis GN, Tomanovic Z, Vayias BJ, 2006. 
Effect of the combined use of Metarhizium anisopliae ( Metschinkoff) 
Sorokin and diatomaceous earth for the control of three stored- 
product beetle species. Crop Protection, 25(10) : 1087 —1094. 

Lord JC, 2010. Dietary stress increases the susceptibility of Tribolium 
castaneum to Beauveria bassiana. Journal of Economic Entomology , 
103(5); 1542 - 1546. 

Michalaki MP, Athanassiou CG, Kavallieratos NG, Kavallieratos YA, 
Balotis GN, 2006. 


( Metschinkoff ) Sorokin applied alone or in combination with 


Effectiveness of Metarhizium anisopliae 


diatomaceous earth against Tribolium confusum Du Val larvae: 
influence of temperature, relative humidity and type of commodity. 
Crop Protection, 25(5) : 418 - 425. 

Padin SB, Dal Bello GM, Vasicek AL, 1997. Pathogenicity of Beauveria 
bassiana for adults of Tribolium castaneum ( Col.; Tenebrionidae) in 
stored grains. Entomophaga, 42(4) ; 569 —574. 

Parkin EA, 1965. The onset of insecticide resistance among field 
populations of stored-product insects. Journal of Stored Products 
Research, 1(1): 3 - 8. 

Price LA, Mills KA, 1988. The toxicity of phosphine to the immature 
stages of resistant and susceptible strains of some common stored 
product beetles, and implications for their control. Journal of Stored 
Products Research, 24(1) ; 51 —59. 

Sartori MR, Pacheco IA, Vilar RM, 1990. Resistance to phosphine in 

Proceedings of the 5th 
International Working Conference on Stored-Product Protection, 
Bordeaux, France. 1041 — 1050. 

SAS Institute, 2002. The SAS system for Windows, Release 9. 0. SAS 
Institute, Cary, North Carolina, USA. 

SPSS Inc., 2004. SPSS for Windows. SPSS Inc., Chicago, Illinois. 

Via S, 1999. Cannibalism facilitates the use of a novel environment in 
the flour beetle, Tribolium castaneum. Heredity, 82: 267 —275. 

Wakefield ME, Coxp D, Moore D, Aquino De Muro M, Bell BA, 2005. 
Mycopest: results and perspectives. In: Proceedings of the 6th 
Meeting of COST Action 842 Working Group IV Biocontrol of 
Arthropoda Pests in Stored Products, 10 — 11th June, Locorotondo, 
Italy. 17 -26. 

Weston PA, Rattlingourd PL, 2000. Progeny production by Tribolium 

( Coleoptera: 


stored-grain insects in Brazil. In: 


castaneum Tenebrionidae ) and Oryzaephilus 
surinamensis ( Coleoptera; Silvanidae) on maize previously infested 
by Sitotroga cerealla ( Lepidoptera: Gelechiidae ). Journal of 


Economic Entomology, 93(2) : 533 -536. 


206 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 56 卷 


EK Fel A E E ZL T Es] TR 20] RD A 3t PX, FR. BJ 8:50 


Hediyeh GOLSHAN’’* , Moosa SABER’ , 
Farzad MAJIDI-SHILSAR’ , Farrokh KARIMI? 


(1. Department of Plant Protection, College of Agriculture, University of Maragheh, Maragheh, 55181-83111, Iran; 
2. Department of Plant Protection, Rice Research Institute, Rasht, 41635-1658, Iran; 
3. Department of Basic Sciences, University of Maragheh, Maragheh, 55181-83111, Iran) 


摘要 : ERA AE Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 是 最 重要 的 昆虫 病原 真菌 , 广泛 用 于 防治 世界 各 地 的 多 
种 害虫 。 本 研究 评价 了 球 孢 日 僵 菌 9 个 菌株 对 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum (Herbst) 成 虫 的 致 病 性 。 将 15 头 亦 拟 
谷 盗 成 虫 浸 人 到 4 个 浓度 (1 x 10°, 1x10 ,1x10 和 1x10 个 分 生 孢 子 /mL) 的 白 僵 菌 菌株 中 20 s, 14 d 内 每 日 
记录 成 虫 的 死亡 率 。 结 果 表 明 : IRAN 440C 菌株 对 赤 拟 谷 盗 成 虫 的 LC 最 低 (5.04 x 10 个 分 生 孢 子 /mL) , IRAN 
187C 菌株 的 最 高 (5.05 x 10 个 分 生 孢 子 /mL) ; DEBI 005 菌株 对 赤 拟 谷 盗 成 虫 的 LT. 最短 (2.88 d), DEBI 014 jj 
株 的 最 长 (4. 96 d) 。 根 据 LCx LT.) 和 和 死亡 率 绪 果 得 出 IRAN 440C 是 防治 这 一 害虫 的 理想 菌株 。 
关键 词 : REAREA; 赤 拟 谷 盗 ; 致 病 性 ; 致死 中 浓度 (LC); 致死 中 时 (LT ) 
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